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蜕皮甾酮对大鼠脑组织自由基损伤的保护作用

高诗豪，唐政恒，陈图南，李　飞，单佑安，冯　华　　（４０００３８重庆，第三军医大学西南医院神经外科，全军神经外科研究
所，全军神经创伤防治重点实验室）

　　［摘要］　目的　观察蜕皮甾酮（ｅｃｄｙｓｔｅｒｏｎｅ，ＥＤＳ）对大鼠脑损伤的治疗作用。方法 　 ＳＤ雄性大鼠１２０只，按随机
数字表法分６组，每组２０只。采用Ｆｅｅｎｅｙ法自由落体打击鼠脑造模。假手术组动物只开颅，不打击；治疗组：分别采用４、
８、１６ｍｇ／ｋｇ的ＥＤＳ腹腔注射模型动物；阴性治疗对照组：模型动物腹腔注射生理盐水；阳性治疗对照组：模型动物腹腔注
射３ｍｇ／ｋｇ依达拉奉。伤后７ｄ计算各组动物死亡率；检测各组动物脑组织含水量及丙二醛（ＭＤＡ）、羟自由基能力及超
（过）氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）等。ＨＥ染色观测各组大鼠脑组织海马病变情况。结果　 伤后 ７ｄ，
１６ｍｇ／ｋｇＥＤＳ治疗组的死亡率、脑组织含水量ＭＤＡ与羟自由基含量较阴性治疗对照组明显降低（Ｐ＜０．０５），ＳＯＤ活性显
著升高（Ｐ＜０．０１），脑细胞损害明显减轻，大鼠海马ＣＡ１区正常神经元数量明显优于阴性治疗组（Ｐ＜０．０１）。结论　 蜕
皮甾酮对脑损伤具有保护治疗作用。
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　　蜕皮甾酮（ｅｃｄｙｓｔｅｒｏｎｅ，ＥＤＳ）是昆虫蜕皮活性的
天然甾体化合物，富含于动、植物，易于获取，是中药材

牛膝、漏芦等的活性成分。它能影响糖及脂类代谢，促

进核酸、蛋白质合成，降低毛细血管通透性、改善微循

环、调节血管舒缩，抗脂质体过氧化、保护细胞、增强机

体免疫等，对中枢神经系统具良好的药理活性［１－２］。

因其药理活性强，且毒、副作用小而备受关注［３］。颅

脑外伤继发性脑水肿［４］和氧化应激［５］是其病理生理

的重要环节，蜕皮甾酮可能干预这些环节以保护受伤

组织，降低病死率。本研究采用ＥＤＳ腹腔注射治疗大
鼠脑损伤，观测其对脑损伤的治疗效果并探讨其部分

机制。

１　材料与方法

１．１　主要药品及试剂
　　９７．０％蜕皮甾酮单体（上海同田生物技术有限公司）；依达
拉奉注射液（江苏省南京先声东元制药有限公司）；丙二醛

（ＭＤＡ）、超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）、谷胱甘
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肽过氧物酶（ＧＳＨＰｘ）及羟自由基检测试剂盒（江苏省南京建
成生物工程研究所）。

１．２　动物分组、脑损伤模型复制、处理与观测
　　清洁级２～３月龄，健康 ＳＤ雄性大鼠（第三军医大学大坪
医院野战外科研究所实验动物中心提供）１２０只，体质量２００～
２５０ｇ，按随机数字表法分为６组，每组２０只。
　　参照Ｆｅｅｎｅｙ等［６］的方法建立脑损伤模型，以３％戊巴比妥
钠（６０ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射麻醉大鼠，头顶脱毛、消毒后固定于立
体定向仪上，正中切口开颅，以牙科钻于冠状缝后３ｍｍ与矢状
缝右侧３ｍｍ交会处钻孔，扩大骨窗至６ｍｍ×６ｍｍ（前至冠状
缝，左界为矢状缝右旁２ｍｍ），保持硬膜完整；将３０ｇ的圆柱打
击棒（直径４．５ｍｍ）垂直固定于立体定向仪的套管内，自２０ｃｍ
高度释放，正中打击钻孔处，明胶海绵局部止血，无活动性出血

后间断缝合头皮。假手术组：动物只开骨窗，不行打击处理；治

疗组（３组）：采用不同浓度（４、８、１６ｍｇ／ｋｇ）的ＥＤＳ分别腹腔注
射模型动物；阴性治疗对照组：模型动物腹腔注射生理盐水；阳

性治疗对照组：模型动物腹腔注射依达拉奉（３ｍｇ／ｋｇ）。
　　伤后７ｄ，参照文献［７］计算各组动物死亡率，死亡率＝（死
亡动物数／手术动物数）×１００％；干湿法测脑组织含水量，脑含
水量＝（湿质量－干质量）／湿质量 ×１００％；速取脑损伤组织，
制作１０％匀浆液，离心后取上清，行ＭＤＡ、ＳＯＤ等检测，严格按
试剂盒操作说明进行。同时解剖各动物脑，大体观察其损伤、

出血等情况。取部分动物全脑，常规病理石蜡切片（４μｍ），ＨＥ
染色，光镜观察各组病变情况，以相同光亮度用Ｃ５型网格目镜
尺在４００倍下计数海马ＣＡ１区锥体细胞层０．２５ｍｍ２范围内细
胞膜、核膜完整，细胞核无固缩和溶解的正常神经元数。

１．３　统计学方法
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１１．０统计软件行方差分析。

２　结果

２．１　伤后动物一般情况和大体观察
　　伤后动物正常饲养，除假手术组外，各组大鼠致伤后均出
现不同程度的神经功能障碍，动物活动、进食少，左侧肢运动失

常、行走时向左侧倾倒，颈支撑头困难，个别大鼠出现昏迷状。

２．２　动物死亡率计算
　　伤后７ｄ，各组动物死亡情况见表１。结果显示，阴性治疗
对照组死亡率为３０％，与既往数据（３５％左右）接近，１６ｍｇ／ｋｇ
ＥＤＳ治疗组死亡率较阴性治疗对照组明显降低（Ｐ＜０．０５）。

表１　各组大鼠死亡情况比较

组别　　　 例数 存活动物数 死亡动物数 死亡率（％）
阴性治疗对照组 ２０ １４ ６ ３０
阳性治疗对照组 ２０ １８ ２ １０
４ｍｇ／ｋｇＥＤＳ治疗组 ２０ １８ ２ １０
８ｍｇ／ｋｇＥＤＳ治疗组 ２０ １８ ２ １０
１６ｍｇ／ｋｇＥＤＳ治疗组 ２０ １９ １ ５ａ

ａ：Ｐ＜０．０５，与阴性治疗对照组比较

２．３　伤后动物脑组织含水量检测
　　伤后７ｄ，可见打击侧脑组织较对侧明显水肿，体积增大。
各组动物脑组织含水量检测结果见表２，假手术组脑组织含水
量显著低于其余各组（Ｐ＜０．０１）；１６ｍｇ／ｋｇＥＤＳ治疗组较阴性
治疗对照组明显降低（Ｐ＜０．０５）；阳性治疗对照组脑组织含水

量较阴性治疗对照组明显降低（Ｐ＜０．０５），略高于 １６ｍｇ／ｋｇ
ＥＤＳ治疗组，但二者无统计学差别。

表２　各组大鼠脑组织含水量比较［（珋ｘ±ｓ）％］

组别　　　　 ｎ 脑组织含水量

假手术组 ５ ７６．８０±０．１８
阴性治疗对照组 ５ ８２．５２±０．２９ｂ

阳性治疗对照组 ５ ７９．００±１．０９ａｂ

４ｍｇ／ｋｇＥＤＳ治疗组 ５ ８０．８６±１．２４ｂ

８ｍｇ／ｋｇＥＤＳ治疗组 ５ ８０．１９±２．０５ｂ

１６ｍｇ／ｋｇＥＤＳ治疗组 ５ ７８．８７±１．０７ａｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，与阴性治疗对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与假手术组比较

２．４　伤后动物脑组织匀浆生化指标测定
　　伤后７ｄ，各组动物脑组织匀浆生化指标检测结果见表３。
与阴性治疗对照组比较，不同剂量的 ＥＤＳ治疗组 ＭＤＡ含量与
羟自由基能力显著降低（Ｐ＜０．０５），ＳＯＤ活性显著升高（Ｐ＜
００１），且ＭＤＡ降低与 ＳＯＤ升高趋势均呈剂量依赖性。与阳
性治疗对照及假手术组比较，１６ｍｇ／ｋｇＥＤＳ治疗组的该３项指
标均无明显差别（Ｐ＞０．０５）。提示１６ｍｇ／ｋｇＥＤＳ对脑损伤具
明显保护作用。

表３　各组大鼠脑组织ＭＤＡ含量、ＳＯＤ活性和羟自由基能力比较（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＭＤＡ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ＳＯＤ（ＮＵ／ｍｌ）羟自由基能力（Ｕ／ｍｇ）
假手术组 ５ ５．５７±０．５２ｂ １２８．９３±３．５４ｂ １２４．６３±３．３５ｂ

阴性治疗对照组 ５ １４．８２±１．６３ ５９．６７±３．２９ ９１７．１３±７．２９
阳性治疗对照组 ５ ６．８０±１．８８ｂ １１７．９３±１０．０３ｂ １７７．１７±３．６９ｂ

４ｍｇ／ｋｇＥＤＳ治疗组 ５ １２．６９±４．６７ ６８．２８±７．２４ ３６９．８１±２．８６ａ

８ｍｇ／ｋｇＥＤＳ治疗组 ５ ９．７６±３．２１ａ ８５．９８±１２．１２ｂ ３２４．２３±９．３４ａ

１６ｍｇ／ｋｇＥＤＳ治疗组 ５ ８．６７±２．９４ａ １１３．０３±１１．６４ｂ １７２．９３±２．９８ｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与阴性治疗对照组比较

２．５　病理学观察
　　伤后７ｄ，ＨＥ染色观察大鼠海马 ＣＡ１区组织显示，低倍镜
下见各组锥体细胞带排列整齐规则，但阴性治疗对照组较其他

组变薄，且细胞排列变疏松（图１）。高倍镜下见阴性治疗对照
组与其他组比较，锥体细胞数量少、排列疏松、细胞间隙宽，部

分锥体细胞胞体缩小、细胞核固缩、染色较深，呈现凋亡细胞特

有形态学特征（图１）。阳性治疗对照组及１６ｍｇ／ｋｇＥＤＳ治疗
组的锥体细胞形态和数量与假手术组更接近，明显优于阴性治

疗对照组（Ｐ＜０．０１）（表４）。

表４　各组大鼠海马ＣＡ１区正常神经元计数比较（珋ｘ±ｓ）

组别　　　 ｎ 正常神经元数量

假手术组 ５ ９８．３３±５．１３ａ

阴性治疗对照组 ５ ２６．００±２．６５
阳性治疗对照组 ５ ６２．３３±２．０８ａｂ

１６ｍｇ／ｋｇＥＤＳ治疗组 ５ ５７．００±５．５７ａｂ

ａ：Ｐ＜０．０１，与阴性治疗对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与假手术组比较

３　讨论

　　颅脑外伤致一系列病理、生理改变，如能量代谢失
常、钙超载、自由基侵蚀、微循环障碍等所致的脑组织

水肿是患者死亡的关键原因之一［８］。本结果显示，

１６ｍｇ／ｋｇＥＤＳ治疗组可使脑损伤大鼠伤后７ｄ的死亡
率显著降低，脑组织含水量降低至７８．８７％。ＨＥ染色观
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Ａ：假手术组（×１００）；Ｂ：Ａ图的局部放大（×４００）；Ｃ：阴性治疗对照组（×１００）；Ｄ：Ｃ图的局部放大（×４００）；Ｅ：１６ｍｇ／ｋｇＥＤＳ治疗
组（×１００）；Ｆ：Ｅ图的局部放大（×４００）；Ｇ：阳性治疗对照组（×１００）；Ｈ：Ｇ图的局部放大（×４００）

图１　ＨＥ染色观察各组大鼠海马组织病理学变化

察显示，ＥＤＳ治疗后能明显改善海马组织的充血与水
肿，使锥体细胞凋亡程度明显减轻。提示适量的 ＥＤＳ
治疗能减轻脑组织的充血、水肿，降低死亡率，缓解颅

脑外伤所致的脑细胞损害。

　　脑损伤后产生大量的自由基使细胞功能受损，引
起其坏死或凋亡，同时直接的脂质过氧化破坏改变血

管收缩能力使脑组织损伤更加严重［９］。大量研究证

实，自由基清除剂可有效保护脑组织损伤。ＥＤＳ分子
结构中的羟基和氨基团能削弱自由基反应［１０］，是良好

的自由基清除剂。ＥＤＳ清除自由基保护组织的作用，
在心血管［１１］、局灶性脑梗死模型［１２］等方面已经被证

实。本结果显示，ＥＤＳ治疗组的 ＭＤＡ含量及羟自由
基能力较对照组明显降低，ＳＯＤ活性明显升高，且此
变化呈“剂量依赖性”。由此提示，ＥＤＳ减轻脑组织
的充血、水肿，降低死亡率的可能机制之一是通过拮抗

自由基损伤所致。

　　本实验从形态学、生物化学等方面较为系统地证
明了ＥＤＳ对大鼠脑损伤有明确的治疗作用。ＥＤＳ药
理作用广泛，能有效抑制缺血缺氧所致的内皮细胞凋

亡［１３］，促进ＶＥＧＦ表达与血管生成，改善局部微循环
灌注［１４］。ＥＤＳ还可增加脑组织一氧化氮（ＮＯ）的代谢
产物ＮＯ－２／ＮＯ

－
３，使血管扩张，增加血流量

［１５］，以促使

渗出物的吸收与消散，这可能是ＥＤＳ减轻脑组织的充
血、水肿，降低死亡率的又一机制。
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